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La presente tesis doctoral ha sido realizada en las dependencias de la Facultad de Ciencias 
Agronómicas como en el Laboratorio de Biotecnología del Instituto de Nutrición y 
Tecnología de los Alimentos (INTA), ambas pertenecientes a la Universidad de Chile 
(Santiago, Chile). Inicialmente, el trabajo realizado fue una colaboración entre el INTA y el 
grupo de Investigación en biotecnología enológica de la Universitat Rovira i Virgili (URV). 
Como resultado de esta colaboración se obtuvo un trabajo en bacterias acéticas presentado 
para obtener el grado de Master en enología, otorgado por la URV, el año 2008 y así 
continuar con los estudios de doctorado. La continuidad de la investigación en el doctorado 
se relacionó con el estudio de las bacterias lácticas presentes en el vino. Todo dentro del 
marco de la investigación de un proyecto Tecnovid-Innova (N°OTCTE02-09). Esta tesis 
doctoral fue dirigida en Chile por el Dr. Jaime Romero, Profesor asociado del INTA y en 
España por el Dr. Albert Bordons, Catedrático Emérito de la Universidad Rovira i Virgili. 
La producción de vinos en Chile ha ido en aumento en los últimos 10 años, lo que ha 
generado un gran interés en la investigación de este producto, para mejorar su calidad y 
entender de mejor manera sus procesos de elaboración, mejorando así la calidad del 
producto final y por lo tanto su precio. Dentro de este interés generado, el área de la 
microbiología enológica, ha sido poco explorada en Chile, tanto para los microorganismos 
positivos que se relacionan en el proceso fermentativo (levaduras y bacterias lácticas 
vínicas) como para los microorganismos negativos presentes en el vino (bacterias acéticas).  
Al ser el proceso de fermentación vínica, un proceso realizado casi exclusivamente por 
microorganismos, se hace de suma importancia saber cuál de estos está presente en cada 
etapa del proceso de vinificación, ya que se pueden evitar pérdidas considerables en la 
calidad y en la producción de los vinos. Al saber si los microorganismos presentes en el 
proceso son beneficiosos o lo están entorpeciendo, se pueden generar medidas en el control 
microbiológico que pueden evitar dichas pérdidas. 
Es por esto que la presente investigación se centra principalmente en la identificación de 
bacterias presentes en el proceso de vinificación. Las bacterias lácticas (BL), responsables 
de la fermentación maloláctica (FML) en el vino y las bacterias acéticas (BA), responsables 
del picado acético en el vino. Si bien, las bacterias acéticas son negativas en la producción 
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de vino, su utilización en la creciente industria del vinagre, hacen interesante su 
investigación. 
Es por esto que se planteó como Hipótesis de esta tesis que un mejor conocimiento de 
cuales son y qué papel tienen las especies bacterianas implicadas en los procesos 
enológicos en Chile, puede llevar a una mejor en el rendimiento de estos procesos y calidad 
de los productos. 
 
Objetivo general: 
- Identificar la microbiota bacteriana, relacionada con procesos enológicos en Chile. 
 
Objetivos específicos: 
- Determinación de un método de identificación de bacterias lácticas, con técnicas 
independientes de cultivo. 
 
- Aplicación de método de identificación de bacterias lácticas, en microvinificaciones 
espontaneas de vinos chilenos, con aplicación de fosfato diamonio y su incidencia en la 
producción de histamina. 
 
- Analizar distintos sistemas de identificación y/o cuantificar bacterias acéticas usando 
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1. Microorganismos del vino
El vino, es el resultado de la interacción de microorganismos con el jugo de la uva (mosto), 
específicamente de levaduras vínicas y algunas especies de bacterias lácticas. Si el vino no 
es tratado para finalizar su proceso, lo más 
continúen con los procesos bioquímicos y se genere un subproducto o producto final como 




2. Bacterias lácticas del vino
A modo general, las bacterias lácticas (BL) son un grupo heterogéneo, que presenta 
características generales como son: gran positivas, catalasa negativa, no esporuladas, 
microaerófilas o anaerobias facultativas y fermentadoras de azúcares en condiciones 
diversas, respondiendo a dos tipos de morfología: cocos y bacilos 
Las BL están ampliamente distribuidas en la naturaleza y han sido aisladas desde diferentes 
ambientes y alimentos, por lo que pueden ser encontradas en diversos aliment
lácteo, tierra, tracto digestivo de animales y peces, así como también en uvas, mostos y 
vinos.  
Desde un punto de vista taxonómico actual (
BL se corresponden con el orden 
Firmicutes del reino Bacteria. En el vino las BL que se pueden encontrar son de dos 
familias: Lactobacillaceae con los géneros 
Pediococcus, y la familia Leuconostocaceae
Weissella  (Dicks y Endo, 2009). Hace 20 años, gracias a Dicks et al. (1995) y
información aportada por investigadores de la época y mediante el uso de biología 
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probable es que los microorganismos presentes 
 
(Suárez e Iñigo, 2004).
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy
Lactobacillales, dentro de la clase Bacilli
Lactobacillus (con numerosas especies) y 




os de origen 
), las 
, del phylum 
Oenococcus y 
 con la 
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molecular, se demostró que Leuconostoc oenos constituía un taxón diferenciado con 
respecto al resto de las bacterias del género Leuconostoc, apareciendo una de las especies 
más importantes en la enología: Oenococcus.oeni.  
Según el libro Microbiología del vino (Carrascoza et al, 2005), en el vino y en el mosto de 
uva se desarrollan un número limitado de especies debido principalmente al bajo pH, los 
escasos elementos nutritivos y el contenido de etanol. Es así como BL pertenecientes a los 
géneros Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus y Onenococus son las encontradas en los 
vinos (Ilabaca et al, 2014).  
Las bacterias lácticas presentan 2 tipos de metabolismo con respecto a la fermentación de 
hexosas: homofermentativa y heterofermentativa. El metabolismo homofermentativo se 
caracteriza porque las BL toman las hexosas y las transforman exclusivamente en ácido 
láctico. Y el metabolismo heterofermentativo origina desde las hexosas consumidas CO2, 
etanol y/o ácido acético y ácido láctico (Pardo, 2003) 
Metabolismo homofermentativo: 
 1 Hexosa   2 Ácido Láctico 
Metabolismo heterofermentativo: 
 1 Hexosa   1 CO2 + 1 Etanol/ Ác. acético + 1 Ácido Láctico 
En un ambiente en donde las hexosas se encuentran en concentraciones limitadas, la 
formación de acido acético puede llegar a dominar, pudiendo así cambiar el metabolismos 
de bacterias homofermentativas a heterofermentativas facultativas (Pardo, 2003). Es así 
como las bacterias lácticas que podemos encontrar en el vino serán las mostradas en la tabla 
1. 
Para lograr una identificación de las BL desde mostos y vinos es necesario tener un medio 
de crecimiento adecuado. El cultivo de estas bacterias, requieren medios complejos que 
contengan diversos factores de crecimiento como vitaminas del grupo B, aminoácidos y 
péptidos entre otros, lo que los hacen poco selectivos. Además deberán incorporar 
moléculas capaces de entregar grandes cantidades de energía, como son los azúcares. Los 
Vía 6-fosfoglucanato 
Vía Embden-Meyerhof 
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medios más utilizados son el Man Rogosa Sharpe medium (MRS) y el Medio Leuconostoc 
oeno (MLO) (Ruiz, 2009). 
Tabla 1. Bacterias lácticas en el vino 





Leuconostoc Heterofermentativo Leu. mesenteroides 
Oenococcus Heterofermentativo O. oeni 
Lactobacillus 











Extraído de Muñoz et al, 2011 
Durante muchos años los métodos clásicos para identificar y clasificar bacterias se basaban 
en características fenotípicas. Importantes avances en el campo de la biología molecular se 
han hecho en los últimos años, usándose ahora éstas para revelar la diversidad genética de 
una especie en particular y para estudiar poblaciones de microorganismos en el vino sin la 
necesidad de un aislamiento o cultivo previo (Muñoz et al, 2011). 
2.1.Identificación de bacterias lácticas 
Como ya es sabido, existen métodos que llamamos clásicos para identificar y clasificar a 
las BL, como también existen los métodos moleculares. 
Métodos clásicos: 
Se basan inicialmente en las pruebas de tinción Gram y la prueba de catalasa, para 
realizarlas previamente se requiere de un aislamiento y parificación de las bacterias en un 
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cultivo sólido. Las bacterias que resultan Gram positivas y catalasa negativa se clasifican 
con BL (Muñoz et al, 2011). 
Para identificar los aislados a nivel de género, se necesita realizar pruebas como 
observación al microscopio, para observar morfología celular, la que puede ser o esférica o 
en forma de bastón. Luego se ve la vía de producción del ácido láctico, generalmente a 
través del metabolismo de las hexosas, para esto es necesario ver la producción de gas 
(metabolismo heterofermentativo) o la ausencia de este (metabolismo homofermentativo). 
Con esta información mínima se puede realizar una identificación presuntiva a nivel de 
género (Carrazcosa et al, 2005). Adicionalmente, existen otras pruebas que pueden 
confirmar la identificación presuntiva, como son: el tipo de isómero de ácido láctico 
formado a partir de la hexosa, la hidrólisis de arginina a amoniaco, producción de manitol a 
partir de la fructosa entre otras. 
El uso de estos métodos clásicos de identificación, siguen siendo útiles y se emplean de 
forma rutinaria, pero muchas veces los resultados ambiguos obtenidos no permiten tener la 
certeza de la identificación realizada. Los criterios morfológicos y bioquímicos usados en la 
identificación de las BL son a menudo ambiguos, porque la mayoría de estas bacterias 
tienen requerimientos nutricionales y de crecimiento bajo condiciones ambientales muy 
similares, lo que hace difícil su diferenciación (Carrazcosa et al, 2005; Muñoz et al, 2011).  
Métodos moleculares: 
En la actualidad, el gran avance en el área de la biología molecular, ha entregado una serie 
de técnicas que se aplican en la identificación y caracterización de las BL de interés en el 
mundo vitivinícola.  
Es así como técnicas basadas en el polimorfismo que presentan los patrones de restricción 
el ADN cromosómico (RFLP) (Zaparolli et al, 2000), electroforesis en campo pulsado 
(PFGE) (Guindreau et al, 1997), hibridación ADN- ADN (Sato et al, 2001; Lonvaud-Funel 
et al, 1991; Dicks et al, 1995), las que se basan en la reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR) (Groisillier y Lonvaud-Funel, 1999; Le Jeune et al, 1995; Lonvaud-Funel 1993) y 
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RAPD-PCR (Ramdomly amplified polymorphic DNA)  (Zavaleta et al 1997) entre otras se 
han descrito para la identificación de las BL. 
También se han descrito técnicas que permiten la identificación rápida y fiable de las 
principales BL presentes en el proceso de vinificación. Es así como está el trabajo de Rodas 
et al. (2003), que describe la identificación de BL de mostos y vinos a través de la 
amplificación por PCR del 16S rDNA y la digestión con enzimas de restricción (PCR-
RFLP). La técnica multiplex RAPD de Reguant y Bordons (2003) es una mejora del 
método RAPD-PCR, que genera de forma más reproducible perfiles de DNA únicos y 
discriminantes para identificar Oenococcus oeni.  
Otra técnica rápida para identificación de BL presentes en una vinificación, es la que usa el 
análisis de fragmentos de ADN ribosómico mediante amplificación por PCR y su posterior 
separación mediante electroforesis desnaturalizante en geles de gradiente (DGGE), en 
donde se puede saber la diversidad y a su vez monitorear la evolución de las poblaciones de 
BL durante la vinificación (López et al, 2003; Ruiz et al, 2010) 
El uso de secuencias de genes específicos como el RpoB, de Claisse et al. (2007) quien 
realiza un análisis de PCR-RFLP de las secuencias del RpoB para identificar especies de 
BL comúnmente aisladas de vino.  
También se han aplicado una mezcla de técnicas moleculares para analizar la diversidad de 
BL presentes en vinificaciones, como lo descrito por Ruiz et al. (2008) en donde se utilizan 
tres técnicas: RAPD-PCR, electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE, por su nombre 
en inglés pulsed field gel electrophoresis), y PCR de visualización diferencial (DD-PCR 
por su nombre en inglés differential display PCR). 
La técnica de PCR tiempo real, también ha sido usada para enumerar poblaciones de BL, 
como también poblaciones de Oenococcus oeni y BL no Oenococcus en mostos y vinos 
(Neeley et al, 2005; Cho et al, 2011). 
Como vemos existe una gran variedad de técnicas moleculares para lograr la clasificación, 
identificación y cuantificación de las BL presentes en una vinificación. Cada una de estas 
técnicas presenta sus ventajas y limitaciones, pero claramente pueden ser utilizadas como 
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una herramienta, para saber lo que ocurre con la microbiota láctica en las etapas de 
elaboración de vinos, en donde ésta actúa, específicamente durante la fermentación 
maloláctica (FML). 
2.2.Fermentación maloláctica 
La FML en el vino es, por definición, la conversión enzimática de ácido L-málico a ácido 
L-láctico, siendo un proceso secundario, que por lo general sigue a la fermentación 
alcohólica (FA) del vino, pero también pueden ocurrir al mismo tiempo. Esta reducción de 
ácido málico a ácido láctico no es una verdadera fermentación, sino más bien una reacción 
enzimática realizada por la bacterias lácticas (BL) después de su fase de crecimiento 
exponencial. La principal especie que realiza la FML es Oenococcus oeni, ya que puede 
soportar bajos pH (< 3,5), altas concentraciones de etanol (>10%) y altos niveles de SO2 
que se pueden encontrar en el vino (Costantini et al 2009). 
La población de BL durante una vinificación varía durante todo el proceso. Es así, como 
acabada la FA, la población de BL alcanza solo entre 101 a 103 UFC/mL. Se deberá activar 
el crecimiento y la multiplicación de las BL para lograr una población mínima de 106 
UFC/mL para tener un buen desarrollo de la FML (Suarez e Iñigo, 2004). La FML puede 
ocurrir de forma espontánea, sin saber a ciencia cierta cuál será el resultado final de este 
proceso, o bien ser inducida por la inoculación de cultivos iniciadores de bacterias 
comerciales, que cumplan con los requerimientos de la producción de un vino. 
En general se considera que la FML ayuda a mejorar la calidad del vino ya que: disminuye 
la acidez, entrega una estabilidad microbiana y le entrega una complejidad sensorial al vino 
(Knoll et al, 2011). En países de clima frío, el principal aporte de la FML es la 
desacidificación del vino, mientras que el cambio en el perfil aromático es la principal 
transformación en países de clima cálido (Lerm et al, 2010) 
Según Carrazcosa et al (2005), los estudios realizados en los últimos años han demostrado 
que otros metabolismos ocurren durante este proceso, pudiendo afectar positiva o 
negativamente a la calidad del vino. Es así, como el impacto en la calidad organoléptica del 
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vino está ampliamente reconocida, aun no existe suficiente información sobre otros 
mecanismo bioquímicos diferentes a la disminución de la acidez. 
Varios estudios de variaciones en el perfil aromático del vino, en una disminución de la 
intensidad colorante o la liberación de polisacáridos durante la FML, se han realizado. 
Todos estos estudios, nos llevan a pensar que si bien la FML es un proceso importante que 
se debe desarrollar durante la elaboración de los vinos, el desarrollo de esta fermentación 
debe ser controlado, ya que al ser realizado por microorganismos, como son las BL, el 
resultado puede ser completamente adverso, ya que si bien la principal transformación que 
se realiza en esta fermentación es la transformación del acido málico a láctico, existen otras 
actividades enzimáticas durante la FML, que dan lugar, en la mayoría de los casos, a 
alteraciones o enfermedades, que incluso pueden disminuir la calidad del vino. 
En este sentido, algunas BL son capaces de metabolizar aminoácidos presentes en el vino y 
dan lugar a la formación de aminas biógenas y a precursores del carbamato de etilo, ambos 
considerados peligrosos para la salud humana. 
2.3.Aminas biógenas 
Las aminas biógenas son bases orgánicas dotadas de actividad biológica que provienen 
esencialmente de la descarboxilación de los aminoácidos. Están presentes en diversos 
alimentos y bebidas de forma natural, como consecuencia de un proceso de fermentación o 
de una alteración microbiana (Flanzy, 2000; Zoecklein et al. 2001; Hidalgo, 2003; Suárez e 
Iñigo, 2004; Carrascoza et al, 2005; Polo y Moreno-Arribas, 2005). 
Las aminas biógenas pueden tener una estructura alifática (putrescina, cadaverina, 
espermina, espermidina y agmadina), aromática (tiramina, feniletilamina) y heterocíclica 
(histamina y triptamina). Las aminas alifáticas se relacionan con condiciones de deficiencia 
sanitaria, mientras que las de estructura aromática y heterocíclica se relacionan con efectos 
toxicológicos (Mafra et al., 1999, Polo y Moreno-Arribas, 2005). 
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2.3.1. Problemática asociada a la presencia de aminas biógenas 
Efectos en la salud humana 
Cuando los alimentos que contienen aminas biógenas son ingeridos, se pueden producir 
efectos adversos en el organismo cuya gravedad  depende de la cantidad ingerida. La 
sintomatología asociada a la ingesta de aminas biógenas va desde dolores de cabeza, 
sofocos y taquicardia, si se han ingerido dosis bajas, hasta vómitos, bronco-constricción, 
hiper e hipotensión, daños renales y vasculares, etc., cuando la ingesta ha sido elevada.  
(Rivas-Gonzalo y Mariné, 1983; Taylor, 1986; Silla Santos, 1996). 
Entre las aminas biógenas, la histamina es la más tóxica y por ello la más comúnmente 
buscada en alimentos, aunque sus efectos pueden verse potenciados por la presencia de 
otras aminas como espermina, espermidina, putrescina o agmatina (Chu y Bejdanes, 1981; 
Bauza y Teissedre, 1995). Asimismo, los resultados de Bauza y Teissedre (1995), 
demuestra que la sensibilidad de los individuos frente a las aminas biógenas varía en 
función de la capacidad individual de detoxificación. En este sentido, la actividad de 
enzimas implicadas en el metabolismo de las aminas biógenas, como la monoaminooxidasa 
(MAO) y diaminooxidasa (DAO), puede ser inhibida por diversos medicamentos (algunos 
antidepresivos, por ejemplo), por el etanol e incluso por otras aminas que se encuentren 
presentes en los propios alimentos, disminuyendo así la eficacia de la detoxificación. Por 
tanto, cuando se consideran efectos tóxicos de las aminas biógenas, debe de tenerse en 
cuenta, además de la concentración total de aminas, la ingesta conjunta de etanol y/o de 
determinados medicamentos. Es así como en vinos, la ingesta de 3 mg puede ser suficiente 
para que se presenten efectos adversos (Sandler y Reynolds, 1976; Rivas-Gonzalo y 
Mariné, 1983; Bauza y Teissedre, 1995, Gloria et al., 1998). 
Efectos sensoriales 
Según Palacios et al. (2005), las aminas biógenas, y especialmente las que son volátiles, 
pueden resultar negativas cuando se encuentran en concentraciones elevadas, 
principalmente porque modifican el equilibrio aromático y gustativo del vino, incluyendo la 
fase retronasal del mismo. Estudios realizados en vino, por el mismo autor, demuestran que 
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un consumidor bien informado acerca de posibles problemas fermentativos en la 
vinificación es capaz de detectar defectos organolépticos presentes en el vino asociados a 
ciertos compuestos químicos originados por una fermentación maloláctica sin control, 
como es el caso de la putrescina y la cadaverina. A la vez, los consumidores habituales de 
vino, cuando son sometidos a una disciplina de cata concentrándose en las sensaciones 
olfativas percibidas, son capaces de discriminar y distinguir entre vinos correctos y vinos 
defectuosos por la presencia de los compuestos añadidos, encontrándose aromas impropios 
causados por problemas microbianos que pueden hacer aumentar la presencia de aminas 
biógenas volátiles.  
2.3.2. Causas de aparición de aminas biógenas en vinos 
Según Lehtonen (1996) se han encontrado al menos 24 aminas biógenas diferentes en 
vinos. 
El contenido en el vino difiere por diversos factores, entre los cuales destacan las 
condiciones sustrato – microorganismo – medio ambiente que puedan afectar el vino. El 
contenido de aminoácidos (sustrato), el cual a la vez depende de la materia prima y las 
prácticas de elaboración; microorganismos presentes, ya sean de la fermentación o de 
contaminación y por último las condiciones que favorezcan el crecimiento de los 
microorganismos (Ordoñez, 1999). Además, en el vino, existen distintas influencias por 
parte de las distintas operaciones de elaboración del producto, como por ejemplo, las cepas 
utilizadas en la elaboración y la ubicación geográfica de la materia prima.  
Factores que afectan la presencia de aminas biógenas en vino 
Contenido de aminoácidos: Los primeros trabajos de investigación acerca de aminoácidos 
muestran que los mostos de uva encierran una veintena de aminoácidos del reino vegetal, 
los cuales representan del 20 al 30% del nitrógeno total (Poux y Ournac, 1979). La 
variación de su contenido depende según las fuentes que interactúan en los distintos 
procesos de elaboración del vino: 
Materia prima: La concentración y composición de aminoácidos puede variar de acuerdo a 
variedad de uva, portainjerto, sitio y condiciones de la temporada y nivel de madurez. 
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Además, las practicas vitícolas como: cantidad y frecuencia de aplicaciones de nitrógeno, 
sistema de conducción, manejo del suelo y hasta infecciones de Botrytis son importantes 
para la cantidad y composición de aminoácidos en la baya. (Bell y Henschke, 2005). Cabe 
destacar que algunas aminas son constituyentes habituales de la uva, siendo la putrescina y 
espermidina las más abundantes (20 y 45 mg/Kg de fruta fresca, respectivamente), mientras 
etanolamina, agmatina, cadaverina, espermidina, histamina y tiramina han sido encontradas 
en bajas cantidades (Ough, 1971; Rivas-Gonzalo y Mariné., 1983; Broquedis et al., 1989; 
Radler y Fäth, 1991). 
Prácticas de elaboración: Según Ferrer y Pardo (2005) existen procesos y aplicaciones que 
influyen en la aparición de aminas biógenas por incorporar fuentes de aminoácidos, estos 
pueden ser: aplicación de  nutrientes en forma aminoacídica o nitrógeno inorgánico, 
maceración del mosto con hollejos y semillas que puedan transferir compuestos 
nitrogenados, aplicación de enzimas comercial que produzcan hidrólisis de proteínas y 
péptidos y por último crianza sobre lías que liberen aminoácidos. 
Microbiota: La presencia de aminas biógenas está relacionada con la actividad 
descarboxilasa de un microorganismo (Maijala y Eerola, 1993). Es por esta razón que se les 
atribuye a las bacterias lácticas la presencia de aminas biógenas, por tener actividad 
monodescarboxilasa específica (Perez, 2006). Por otra parte el mosto y el vino son un 
medio muy selectivo, donde solo pueden crecer algunas especies de bacterias lácticas. Por 
lo cual sólo cuatro géneros están representados: Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc y 
Oenococcus (Lonvaud-Funel, 1999). 
Condiciones ambientales: Todos aquellos factores que afectan al crecimiento de los 
microorganismos del vino, especialmente a aquellos que presentan actividad 
descarboxilasa, van a influir en la concentración de aminas presentes en el vino. Así, pH 
bajos, concentraciones elevadas de SO2 o de etanol en el vino y la inoculación de cultivos 
seleccionados seguros va a limitar el desarrollo de estos microorganismos. Por el contrario, 
temperaturas elevadas, presencia de nutrientes en el mosto o vino (azúcares, aminoácidos, 
ácidos orgánicos metabolizables), y deficientes prácticas higiénicas potencian el 
crecimiento microbiano y aumentan el riesgo de elevadas concentraciones de aminas 
(Landete et al., 2005) 
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Operaciones de elaboración: Se puede llegar a cierto acuerdo de que existe mayor presencia 
de aminas biógenas en vinos tintos, que en vinos blancos y rosados, consecuencia de su 
fermentación maloláctica (Vázquez Lasa et al, 1998). Así también lo confirman estudios en 
vinos portugueses, donde Leitão et al. (2005) encontró que la concentración de aminas 
biógenas en vinos blancos nunca excedió los 17 mg/L, en cambio en vinos tintos 
alcanzaron niveles de 28 mg/L. Sin embargo Soufleros et al. (2007) no encontró diferencias 
significativas entre vinos tintos, blancos y rosados griegos. En tanto, Mafra et al. (1999) 
cuantificaron las aminas biógenas en vinos resultantes de varios procesos de vinificación 
usados en Portugal: vinos verdes, blancos y tintos, encontrando que los diferentes procesos 
de vinificación influían en la concentración de aminas biógenas. Los vinos tintos son los 
que presentaban la mayor concentración de aminas biógenas, mientras que los vinos 
fortificados presentan una concentración relativamente baja. 
2.3.3. Aspectos legales de las aminas biógenas 
Según Leitão et al. (2005) el interés por el estudio de la presencia y origen de aminas 
biógenas en vinos responde tanto a criterios de seguridad alimentaria como económicos. En 
lo que aspecto económico se refiere, si bien hasta el presente no existe legislación 
concerniente a los límites máximos de aminas biógenas en vinos, el hecho de que en 
muchos países se haya establecido una recomendación sobre los niveles máximos 
admisibles de histamina (Alemania 2 mg/L, Bélgica 5-6 mg/l, Francia 8 mg/L, Suiza y 
Austria 10 mg/L, Holanda 3 mg/L, por ejemplo) hace que la presencia de aminas biógenas 
en vinos pueda llegar a suponer una barrera no arancelaria que ponga freno a la exportación 
a esos mercados. 
La Organización Internacional de la Viña y El Vino, en su Codex Enológico Internacional 
(2005) señala que las bacterias lácticas no deben producir aminas biógenas, a menos que 
sea en cantidades mínimas y no debe trasmitir gusto extraño ni producir substancias 
nocivas para la salud humana. 
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3. Bacterias acéticas 
Las bacterias acéticas, junto con las bacterias lácticas, son los dos grandes grupos de 
bacterias acidófilas de los alimentos (Carrascosa et al, 2005). 
A modo general se puede decir que las bacterias acéticas (BA) son Gram negativas o Gram 
variables, de forma elipsoidal o cilíndrica, pueden encontrarse solas, en parejas o formando 
cadenas. Son aerobias, presentando exclusivamente un metabolismo respiratorio con el 
oxígeno como aceptor final de electrones. Son catalasa positiva y oxidasa negativa. Son 
móviles por la presencia de flagelos. Su temperatura óptima de crecimiento está entre 25-
30ºC y su pH óptimo entre 5-6, aunque crecen bien en pH inferiores a 4. Estas bacterias se 
encuentran sobre substratos azucarados y/o con presencia de alcohol tales como zumos de 
frutas, vino, sidra, cerveza y vinagre. Sobre estos substratos llevan a cabo una oxidación 
incompleta de los azúcares y los alcoholes, produciendo una acumulación de ácidos 
orgánicos como productos finales. Cuando el substrato es etanol, se produce ácido acético; 
de ahí deriva el nombre corriente con el que se conocen estas bacterias (Guillamón et al., 
2003). 
Las BA se encuentran usualmente en sustratos que contienen azúcar y/o etanol, tales como 
alimentos fermentados, zumos de fruta, vino, cidra, cerveza y vinagre (Thompson et al., 
2001; Nielsen et al., 2007; Yamada y Yukphan, 2008). 
3.1.Clasificación taxonómica de las bacterias acéticas 
Las BA se encuentran clasificadas dentro de la familia Acetobacteraceae, dentro del orden 
Rhodospirillales, que pertenece a la clase Alphaproteobacteria, del phylum Proteobacteria. 
La familia Acetobacteraceae cuenta con 39 géneros, de los cuales los más relevantes son: 
Acetobacter, Gluconobacter, Acidomonas, Gluconacetobacter, Asaías, Kozakia, 
Swaminathania, Saccharibacter, Neoasaia, Granulibacter, Tanticharoenia, Ameyamaea y 
Neokomagataea. Dentro de estos, los géneros con mayor diversidad de especies son 
Acetobacter, Gluconacetobacter y Gluconobacter con 20, 17 y 13 especies, 
respectivamente (Hidalgo, 2012) 
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La taxonomía bacteriana desde sus inicios ha estado basada principalmente en criterios 
morfológicos, bioquímicos y fisiológicos. Es así como Visser’t Hooft en 1925, propuso una 
clasificación inicial basándose en estos criterios. Asai en 1935, propuso clasificar las BA en 
dos géneros, Acetobacter y Gluconobacter. Posteriormente en 1950, Frateur propuso una 
clasificación en base a pruebas de catalasa, producción de ácido glucónico a partir de 
glucosa, oxidación de ácido acético a CO2 y agua, oxidación del ácido láctico en CO2 y 
agua y la oxidación del glicerol en dihidroxiacetona. Basándose en esta clasificación 
propuso la subdivisión del género Acetobacter en peroxydans, oxydans, mexosydans y 
suboxydan (revisado por Barja et al, 2003). 
A medida que avanza el tiempo, se realizan nuevas pruebas para la clasificación e 
identificación de las BA, es así como en 1997, se realizó una reclasificación por Yamada et 
al, en donde se reclasificó algunas especies del género Acetobacter al género 
Gluconacetobacter. 
Como podemos ver, la taxonomía tradicional de los microorganismos, basada 
fundamentalmente en criterios morfológicos y fisiológicos se ha visto sometida a continuos 
cambios y reordenaciones. Esto se debe fundamentalmente a aplicaciones de técnicas 
moleculares tales como métodos de hibridación de DNA y rRNA (Urakami et al., 1989) o 
análisis de secuencias o varios métodos de PCR (Ruiz et al., 2000; Treck y Teuber, 2002; 
Bartowsky et al., 2003; Treck 2005; González et al., 2005; González et al., 2006a; 
González et al., 2006b; Gullo et al., 2006; Prieto et al., 2007). En la actualidad las, BA que 
se pueden encontrar en distintos ambientes se describen en la tabla 2. 
3.2.Aislamiento de bacterias acéticas 
Las BA son generalmente considerados organismos fastidiosos, ya que presentan una baja 
cultivabilidad, esta condición de presenta sobre todo en muestras con alto contenido de 
acido acético, como por ejemplo el vinagre (Carrascosa et al, 2005; Hidalgo, 2012). En el 
caso particular de las BA, se han reportado que los recuentos en placas fueron 
considerablemente más bajos que los recuentos ópticos de células microbianas viables 
desde vinos (Mollet y Lonvaud-Funel, 2000) o acetificadores industriales (Mesa et al., 
2003), indicando la posibilidad del estatus de viabilidad pero no cultivable (VPNC). 
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Tabla 2. Géneros y especies de bacterias acéticas descritas en diferentes sustratos. 
Género Especie 
Acetobacter                
Con 20 especies         
A. aceti  A. malorum  A. peroxydans  
A. cerevisiae A. nitrogenifigens A. syzygii  
A. cibinongensis A. oeni A. fabarum 
A. estunensis  A. orientalis A. ghanaensis  
A. indonesiensis  A. orleanensis A. senegalensis 
A. lovaniensis A. pasteurianus  A. farinalis 
A. pomorum A. tropicalis    
Gluconobacter          
Con 13 especies  
G. albidus  G. oxydans  G. kanchanaburiensis 
G. cerinus  G. roseus  G. uchimurae  
G. frateurii  G. sphaericus  G. nephelii 
G. japonicus  G. thailandicus    
G. kondonii  G. wancherniae    
Gluconacetobacter 
Con 17 especies 
Ga. azotocaptans  Ga. entanii a  Ga. rhaeticus  
Ga. diazotrophicus  Ga. europaeus  Ga. saccharivorans   
Ga. sacchari  Ga. hansenii  Ga. swingsii  
Ga. johannae  Ga. sucrofermentans  Ga. nataicola  
Ga. liquefaciens Ga. intermedius  Ga. oboediens  
Ga. xylinus   Ga. kombuchae a   
Asaia                             
Con 5 especies 
As. bogorensis  As. siamensis  As. krungthrpensis 
As. lannensis  As. spathodeae    
Neokomagataea      
Con 2 especies 
 Nk. thailandica  Nk. tanensis   
      
Acidomonas  Ac. methanolica 
Neoasaia N. chiangmaiensis  
Swaminathania Sw. salitolerans  
Kozakia  Kz. baliensis  
Granulibacter  Gr. bethesdensis  
Saccharibacter  S. florícola 
Tanticharoenia  T. sakaeratensis  
Ameyamaea  Am. chiangmaiensis 
Extraído de Hidalgo (2012) 
Se han descrito numerosos medios de cultivo para el aislamiento de las BA. Es así, que para 
el aislamiento desde uva, mostos y vinos el medio GYC agar (Glucosa 5%, extracto de 
levadura 1%, carbonato de calcio 0,5% y agar 2%) descrito en 1979 por Carr y Pasmore, ha 
presentado buenos resultados, al igual que el medio Manitol (Manitol 2,5%, extracto de 
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levadura 0,5%, peptona 0,3% y agar 2%) (Du Toit y Lambrechts, 2002; Bartowsky et al., 
2003; González et al., 2004; Gullo et al., 2006; Vegas et al., 2010; Valera et al., 2011). Es 
recomendable la aplicación de antufúngicos y antibióticos a los medios de cultivo, como 
son cicloheximida o piramicina para evitar el crecimiento de hongos y levaduras o 
penicilina para evitar el crecimiento de BL. La incubación de las BA es en ambiente 
aeróbico a temperaturas que rondan entre los 28°C y los 30°C. 
3.3.Métodos moleculares de identificación de bacterias acéticas 
El principal objetivo de cualquier esquema de clasificación microbiano es identificar un 
aislado hasta el nivel de especie, que es la unidad básica del agrupamiento taxonómico. La 
tipificación de las diferentes cepas o genotipos de una determinada especie tiene cada vez 
un papel más relevante desde el punto de vista industrial. Por lo que hoy en día se cuenta 
con distintas técnicas moleculares para distinguir entre la posibilidad de identificar a nivel 
de especie y más específico aún, a nivel de cepa (Guillamón et al., 2003). La mayoría de 
taxónomos microbianos han aceptado que las pruebas moleculares, especialmente aquellos 
métodos basados en el análisis de los ácidos nucleicos, son la opción más fiable para la 
designación e identificación de especies y para determinar las relaciones entre los diferentes 
organismos. Algunas de estas técnicas moleculares basadas en el análisis del DNA y 
aplicadas a la taxonomía bacteriana son: Análisis de restricción o Restriction Fragment 
Length Polymorphisms (RFLPs) del DNA ribosomal, de la zona intergénica entre los genes 
16S y 23S rRNA (Internally Transcribed Spacer o ITS) y análisis de secuencias, entre otros 
(Guillamón et al., 2003). Estas técnicas moleculares pueden clasificarse en dos grupos 
dependiendo del grado de polimorfismo obtenido: las que discriminan a nivel de especie y 
las que discriminan a nivel de cepa. 
Identificación a nivel de especie:  
PCR-RFLP 16S rRNA gene: consiste en amplificar el gen ribosomal 16S y después digerir 
el fragmento amplificado con diversas enzimas de restricción. La combinación de 
diferentes enzimas permite la identificación de prácticamente todas las especies de 
bacterias acéticas (González et al., 2006a). Las ventajas de esta técnica son que es un 
método rápido y fiable para la identificación a nivel de género y especie. Ha sido utilizada 
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para caracterizar bacterias acéticas en viñedos, vino y vinagre (Ruiz et al., 2000; González 
et al., 2004; González et al., 2005; González et al., 2006a, Prieto et al., 2007; Ilabaca et al., 
2008).  
PCR-RFLP Internally Transcribed Spacer (ITS) 16S-23S rRNA gene: esta técnica consiste 
en amplificar la región intergénica (ITS) comprendida entre los genes ribosomales 16S y 
23S. Luego se digieren los amplificados con diversas endonucleasas de restricción. Aunque 
las secuencias intergénicas se caracterizan por presentar alta variabilidad y permitir 
distinguir a nivel de cepa (Navarro et al., 1992), en los estudios realizados con bacterias 
acéticas (Ruiz et al., 2000; Trcek y Teuber, 2002; González et al., 2006a) la discriminación 
se ha limitado a nivel de especie. 
Identificación a nivel de cepa: 
Random amplified polymorphic DNA-PCR (RAPD-PCR): esta técnica consiste en la 
utilización de oligonucleótidos cortos (9-10 nucleótidos) que hibridan con secuencias al 
azar del genoma bacteriano produciendo un número de fragmentos amplificados y de 
tamaño diferente para cada cepa (Guillamón y Mas, 2005). El principal problema que 
presenta esta técnica es su baja reproducibilidad, la cual es inherente a la técnica, y que es 
la causa de la aparición de algunos fragmentos poco reproducibles. Esta técnica es útil para 
realizar estudios de diversidad genética y para tener una estimación de la relación genética 
entre diferentes cepas. Fue utilizada por primera vez en bacterias acéticas por Trcek et al. 
(1997) y luego por Nanda et al. (2001) para caracterizar bacterias acéticas en vinagre de 
arroz. Posteriormente, Bartowsky et al. (2003) usó esta técnica para la diferenciación de 
cepas de bacterias acéticas en un vino deteriorado.  
Enterobacterial Repetittive Intergenic Consensus-PCR (ERIC-PCR) y Repetitive 
Extragenic Palindromic-PCR (REP-PCR): los elementos ERIC y REP son secuencias 
consenso derivadas de regiones repetidas altamente conservadas que se encontraron en 
bacterias entéricas (Pooler et al, 1996). Sin embargo, estas secuencias también pueden 
encontrarse en los genomas de la mayoría de los grupos bacterianos. Esta técnica se basa en 
amplificar las secuencias que se encuentran entre dichas zonas repetidas mediante 
partidores que hibridan sobre estos elementos. La utilización de estos oligonucleótidos 
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produce un alto grado de polimorfismo que permite obtener patrones únicos a nivel de 
cepa. Dichas técnicas han sido utilizadas para la tipificación de BA tanto de vino (González 
et al., 2005) como en vinagre (Nanda et al., 2001). Dentro de la técnica REP-PCR se 
encuentra (GTG)5-REP-PCR, que es una técnica similar a las anteriores, y se basa en 
realizar una amplificación entre secuencias repetitivas distribuidas a lo largo del genoma, 
utilizando, en este caso, el primer (GTG)5 (Versalovic et al., 1994; Gevers et al., 2001). De 
Vuyst et al. (2007) fueron los primeros en aplicar esta técnica en BA, y la han aplicado para 
la tipificación de cepas de bacterias acéticas en cacao (Camu et al., 2007) y además se ha 
mejorado y estandarizado para aplicar esta técnica como herramienta para clasificar e 
identificar las BA de forma rápida y precisa (Papalexandratou et al., 2009). 
3.4.Acetificación o elaboración de vinagre de vino 
Si bien las BA están relacionadas con alteraciones en el vino, la más común conocida 
ampliamente como picado acético, también pueden ser de interés en la industria 
biotecnológica, con aplicaciones como producción de sorbosa a partir del sorbitol o la 
producción de celulosa, junto con la más conocida y tradicional producción de vinagre 
(Guillamón et al., 2003; Carrascosa et al, 2005; Ilabaca et al, 2008). 
Según la FAO/OMS (Codex Alimentarius,1985) el vinagre es un líquido apto para el 
consumo humano, producido exclusivamente con productos idóneos que contengan 
almidón y/o azúcares, producido por una fermentación alcohólica y una posterior 
acetificación y debe contener una cantidad específica de ácido acético (40 g/L). El vinagre 
puede contener ingredientes facultativos en las cantidades necesarias para conferir al 
producto un aroma característico tales como, plantas aromáticas, frutas, suero, zumo de 
frutas, azúcares, miel y sal de calidad. 
En Chile, según la ley 18.455 (MINAGRI, 1985), se define como vinagre o vinagre de vino 
al producto obtenido por la acetificación del vino y también señala que los vinagres 
elaborados sobre la base de sidra, productos alcohólicos de vides híbridas, hidromiel y 
alcohol etílico potable se denominaran con la palabra “vinagre”, acompañada con la palabra 
de la materia prima de la cual proceden. También se puede considerar dentro de esta ley a 
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los vinagres de frutas. Según el Decreto Nº 78 de la ley 18.455 (MINAGRI, 1986), los 
vinagres en general deberán reunir los siguientes requisitos de composición:  
- Un contenido de ácido acético mínimo de 40 g/L y un contenido de alcohol no superior a 
1 % v/v.  
- Deben estar libres de anguílulas y de enfermedades criptogámicas.  
- No deben contener sustancias extrañas a la materia prima de origen, no aceptándose que 
sean adicionados de ácidos minerales ni orgánicos, materias acres, irritantes o tóxicas, 
colorantes de cualquier naturaleza como tampoco de otras sustancias destinadas a aumentar 
artificialmente las propiedades características de los vinagres genuinos.  
3.5. Métodos de elaboración del vinagre  
Los métodos artesanales y, en gran parte, familiares, que consisten, básicamente, en dejar 
los residuos de un buen vino en un tonel de madera durante bastante tiempo, en presencia 
de la vieja madre del vinagre (Guzmán, 1998). La madre del vinagre es una masa más o 
menos gelatinosa en la que están presentes bacterias acéticas de distinto poder acetificante 
(Llaguno y Polo, 1991). La transformación procede lentamente y se detiene cuando ha 
alcanzado una acidez total de 4-5 % (Guzmán, 1998). El lento proceso y la presencia de 
alcohol residual favorecen la formación de ésteres y otros compuestos volátiles que 
confieren aroma y sabor peculiares a estos vinagres artesanales (Llaguno y Polo, 1991).  
Los métodos de elaboración industriales, según Guzmán (1998) se basan, esencialmente, en 
el aumento de la superficie de contacto entre el líquido y el aire. Se puede hacer una 
diferenciación entre las dos formas de acetificación empleadas usualmente: acetificación en 
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A polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) 
analysis of 16S ribosomal RNA (rRNA) genes was developed to identify lactic acid 
bacteria (LAB) that are commonly present in winemaking processes (Oenococcus, 
Pediococcus, Lactobacillus, and Leuconostoc). This culture-independent approach revealed 
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In Chile, the production of wines has sharply increased 1 in recent years, reaching 
12.500.000hL per year (Servicio Agrícola y Ganadero, Chile 2012). In most Chilean 
wineries, the malolactic fermentation (MLF) stage of winemaking largely occurs in a 
spontaneous manner; thus, at present, limited knowledge exists regarding the bacterial 
populations involved in this process. MLF is an important stage impacting the wine quality, 
in which lactic acid bacteria (LAB) transform malic acid into lactic acid and CO2, 
decreasing the overall acidity of a wine and proving microbiological stability. Hence, this 
study aimed to develop a rapid molecular method to describe LAB populations during 
spontaneous MLF. 
A succession of LAB is observed during spontaneous MLF. In particular, LAB belonging 
to the genera Lactobacillus, Leuconostoc, Oenococcus, and Pediococcus have been found 
in wine (Lonvaud-Funel 1999; Reguant and Bordons 2003; Ruiz et al.  2010). 
Lactobacillus, Pediococcus, and Leuconostoc species gradually disappear as vinification 
proceeds. In contrast, Oenococcus oeni becomes increasingly apparent during the course of 
MLF (Spano et al. 2007). This dynamic of bacterial populations present during MLF have 
been studied using culture-dependent techniques (Reguant and Bordons 2003). These 
bacteria grow slowly in artificial media; as a result, the isolation of these bacteria requires 
long incubation times (>5 days), and the biochemical identification of these bacteria is 
tedious because it depends on the growth of the cultured strains. Therefore, these methods 
are unsuitable for the practical monitoring of bacteria during industrial vinification. 
Furthermore, it is challenging to utilize these methods to obtain an accurate picture of the 
dynamics of LAB during MLF because these bacteria generally exhibit low cultivability 
(Amann et al. 1995; Hugenholz et al. 1998). 
More recently, molecular methods based on analyzing DNA extracted from a sample 
(culture-independent methods) have been employed to circumvent this issue. Renouf et al. 
(2006) and Spano et al. (2007) applied denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) to 
the analysis of bacterial populations during MLF. This method is difficult to routinely 
utilize because the achievement of reproducible gradients using DGGE requires relatively 
sophisticated equipment and trained personnel. In this work, a culture-independent 
analytical approach is proposed that requires only simple 4 equipment and can provide 
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rapid results regarding the composition of bacterial populations present during industrial-
level MLF. In this method, Oenococcus, Leuconostoc, Pediococcus, and Lactobacillus 
bacteria are identified using a polymerase chain reaction-restriction fragment length 
polymorphism (PCR-RFLP) approach that involves two restriction enzymes. This approach 
allows for the simultaneous determination of the presence or absence of the four most 
prevalent winemaking LAB genera in MLF during vinification. 
The design of this MLF tracking method involved approximately 500 bp of the 16S 
ribosomal RNA (rRNA) gene sequences of the Oenococcus, Leuconostoc, Pediococcus, 
and Lactobacillus genera; in particular, numbering base pairs based on the E coli. 16S 
rRNA gene, the region between base pairs 341 and 788 was examined (Figure S1). These 
sequences were aligned with ClustalW (Larkin et al. 2007) and subjected to an entropy 
analysis to determine regions that differentiated the examined genera. Four such regions, 
located approximately at base pairs 456 - 461, 616 - 621, 651 - 656, and 766 - 771, were 
identified through this analysis; these regions are useful for using 16S rRNA gene analysis 
to distinguish among these four winemaking LAB genera. The in silico design for the MLF 
tracking 1 approach required the identification of restriction endonucleases that recognized 
sites within these regions. This search was performed using the BioEdit software program, 
version 7.1.3 (Hall 1999). Finally, two enzymes, XmnI and TspRI, were selected. The 
simultaneous use of both enzymes produced distinctive restriction patterns that differentiate 
among the examined winemaking LAB. Comparing the in silico with the experimental 
restriction profiles of reference strains, allowed the validation of the method to distinguish 
LAB populations. The reference strains from different collections: Oenococcus oeni JCM 
(Japan Collection of Microorganisms) 6125; Leuconostoc mesenteroides LMG 
(Laboratorium voor Microbiologie) 8159; Pediococcus parvulus NBRC (NITE Biological 
Research Center) 100673; and Lactobacillus brevis ATCC (American Type Culture 
Collection) 14687. To perform these comparisons, reference strains were grown in defined 
culture media, and DNA was extracted in accordance with Romero et al. (2002). The 16S 
rRNA gene was then amplified by PCR in accordance with Ilabaca et al. (2008). A 
combination of the restriction enzymes XmnI (Thermo Scientific) and TspRI (Thermo 
Scientific), which were chosen based on the in silico analysis, was used for amplicón 
digestion. Amplicons were incubated with these restriction enzymes for 2 hours at 37°C 
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and 16 hours at 65°C. The obtained restriction profiles were visualized using 90 minutes of 
electrophoresis at 80 volts on 10% polyacrylamide ge
Green (Invitrogen). 
Figure 1.RFLP profiles derived from reference strains and illustrating the identification of LAB during the 
MLF stages of the production of Cabernet Sauvignon (cs) and Carmenere (car). The reference s
(Reference) correspond to Leuconostoc mesenteroides 
Lactobacillus brevis ATCC 14687 (Lb), and 
samples correspond to the following MLF stages: the initi
(f). Ld represents the O’GeneRuler Low Range DNA Ladder. 
The results obtained from these analyses are depicted in Figure 1. The reference strains 
exhibit different profiles following digestion with t
enzymes, XmnI and TspRI, provide results that are easy to visualize. In particular, a 
laddered pattern of restriction fragments is observed, with bands appearing at 
approximately 300 bp for Leuconostoc
and 150 bp for Pediococcus. The exact sizes of the fragments are described in Table S1, it 
also describes that same genus always shows the same RFLP pattern. The developed 
method was applied to wine samples during the MLF process.  Spontaneous industrial MLF 
was monitored for Vitis vinifera 
41 
ls followed by staining with SYBR 
 
LMG 8159 (Le), Oenococcus oeni 
Pediococcus parvulus NBRC 100673 (Pd). The analyzed 
al stage (i), the middle stage (m), and the final stage 
 
he tested enzymes. These restriction 
, 250 bp for Oenococcus, 200 bp for 
cv. Cabernet Sauvignon and cv. Carmenere (10,000 L). 
Capitulo 1 
trains 
JCM 6125 (Oe), 
Lactobacillus, 
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Different stages of the MLF process were examined: the initial stage of MLF (the iMLF 
lanes; this stage coincides with the end stage of alcoholic fermentation); the middle stage of 
MLF (the mMLF lanes), and the final stage of MLF (the fMLF lanes). For Cabernet 
Sauvignon, the initial stage of MLF was May 7; the middle stage of MLF was Jun 13, and 
the final stage of MLF was Jun 28. For Carmenere, the initial stage of MLF was May 30; 
the middle stage of MLF was Jun 20, and the final stage of MLF was Jul 14. In the iMLF 
lanes (Figure 1), the bands produced from samples of both cultivars do not correspond to 
bands produced by the LAB that are reportedly associated with MLF. This phenomenon 
may reflect the fact that only a limited LAB population is present during the initial stages of 
MLF; thus, this population may be below detection limits (Ruiz et al. 2010). In contrast, at 
the midpoint of MLF, the mMLF lanes for the examined cultivars exhibited bands 
indicative of the presence of Oenococcus. The presence of Oenococcus was also observed 
during the final stage of MLF (the fMLF lanes) for the examined cultivars. To confirm the 
identity of Oenococcus band, specific primers (F: GCTAAATACGTGCCAGCAGC; R: 
TCCACTTGCCTCTATCGCAC) were design and the band was eluted and sequenced; the 
resulting sequence corresponded to Oenococcus with 100% of identity as derived from 
Blast analysis (see Figure S2). In summary, the profiles revealed the prevalence of 
Oenococcus during the MLF process, and bacteria 1 from this genus were readily 
differentiable from the other genera involved in MLF. 
Based on the aforementioned results, the designed 16S rRNA PCR-RFLP strategy 
constitutes a fast, easy, informative and reliable tool for the identification and 
differentiation of winemaking LAB strains isolated during MLF processes. The proposed 
approach can distinguish among LAB genera reported to be present during MLF (Lonvaud-
Funel et al. 1991; Bon et al. 2009; Ruiz et al. 2010). Consequently, the 16S rRNA PCR-
RFLP approach using XmnI and TspRI allows for the simultaneous parallel observation of 
the presence or absence of the four genera (Oenococcus, Leuconostoc, Pediococcus, and 
Lactobacillus) of LAB that are most prevalent during the middle and final stage of MLF. 
This strategy can be used in both spontaneous MLF and MLF induced with commercial 
starter cultures. Thus, this qualitative method allows the genera of LAB involved in 
spontaneous MLF to be determined. In the case of MLF inoculated with commercial starter 
cultures, the introduction of the inoculated bacteria can be controlled, and any 
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contamination by other winemaking LAB strains, which could alter the organoleptic 
characteristics of a wine, can be monitored. 
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Diammonium phosphate (DPA) is used as a nutrient for yeast in wine making process. The 
aim of this study was to evaluate the effect of three doses of DPA (20, 40 and 80 mg/L) on 
histamine levels and bacterial populations during malolactic fermentation. Only the high 
dosis showed an important level of histamine (127 mg/L) and the associated bacteria 
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Biogenic amines (BA) are compounds of aliphatic or cyclic structure, they are formed 
mostly by bacterial decarboxylation of free amino acids and its presence is a typical 
indicator of spoilage of food and beverages (Suárez e Iñigo, 2004; Carrascosa et al, 2005). 
The main BA encountered in foods and beverages include histamine, tyramine, 
phenylalanine, putrescine and cadaverine. Histamine has been the most studied because it 
might produce important adverse effects, i.e. hypotension, hypertension, nausea, vomit, 
diarrhea, migraines (Garcia-Moruno & Muñoz, 2012). In the case of wine, these effects 
could be potentiated due to the concomitant intake of ethanol, which reduce the activity of 
enzymes responsible of biogenic amines metabolism (Moreno Arribas, 2007). 
Biogenic amines content in wines depends on several factors but it is generally accepted 
that the biogenic amines formation is highly dependent on the nature of lactic acid bacteria 
responsible of malolactic fermentation (MLF) due to bacterial decarboxylase capacity 
(Lovaud-Funel, 2001). Oenococcus oeni has been reported as the dominant bacteria during 
MLF, therefore, it has been proposed as the responsible of histamine production in wine 
process (Ruiz et al, 2010, García-Moruno & Muñoz 2012).  
Biogenic amines are derived from the nitrogen metabolism. The nitrogen compounds of 
must are essential for growth and development of yeasts during the wine alcoholic 
fermentation. The amino acids and ammonium are the main sources of nitrogen for 
Saccharomyces cerevisiae (Casalta et al, 2013). In this context, the content of nitrogen in 
musts may be limited in terms to support yeast growth and subsequently the alcoholic 
fermentation (AF). Therefore, adding diammonium phosphate to musts before AF is a 
common practice in wine making (Aleixandre, 1999). Addition of nitrogen (DPA) increases 
the concentration of free amino acids in wine (Bell y Henscke, 2005), and these could be 
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descarboxiled by bacteria producing biogenic amines; in the case of histamine, it is derived 
from histidine decarboxylase activity (Beneduce et al, 2010).  
The aim of this study was to evaluate the effect of three doses of DPA (20, 40 and 80 mg/L) 
on histamine levels and bacterial populations during malolactic fermentation. To test this, 
healthy grapes from Carmemere were used for vinification. The content of nitrogen (yeast 
promptly assimilable nitrogen, YAN) in Carmenere is around 220mg/L (González. 2000), 
hence, 40mg/L of DPA was used as recommended dosis and 20 and 80 mg/L were 
experimental doses of DPA. 
The obtained must was separated in stainless steel tanks (60L each). DPA (20, 40 and 80 
mg/L) doses were added previous to fermentation. AF and MLF were carried out occurred 
spontaneously (no yeast or bacteria were inoculated). No antimicrobial treatment was used 
except for stopping AF by adding sulfur dioxide. For analytical and microbiological 
examination, samples were taken at three stages of MLF (beginning, middle, final) 
depending of the estimation of the presence of malic acid by layer chromatography (Bordeu 
& Scarpa, 1998). Histamine was quantified by high-performance liquid chromatography 
(HPLC) with fluorescence detection and 6 amino-quinolil-N-hidroxynimidil carbamat 
(AQC) derivatization as described by  Hernandez Orte et al, 2006. Identification of 
bacterial populations present of each MLF stages was determined following the PCR-RFLP 
strategy described by Ilabaca et al, 2014. 
The monitoring of histamine concentration during the MLF revealed no significant 
differences (13 mg/L aprox) among the three doses of DPA at the beginning and middle 
stages. A tendency towards increased levels of histamine was observed at the final stage of 
MLF for the lower DPA doses 20 and 40 mg/L, showing 21 y 27 mg/L of histamine, 
respectively. However, the histamine concentrations were notably high at 80 mg/L of DPA, 
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reaching 127mg/L, a 5-fold increase compared to lower doses of DPA (Fig 1). This 
observation is coincident with recent report by Smit et al (2014), showed that fertilization 
increases amino acid and biogenic amines concentrations in musts and wines. The 
histamine content in these spontaneous fermentations were notably higher than those 
recommended in customer guidelines from countries such as Germany (< 2mg/L) or 
Belgium (5mg/L) (Lehtonen, 1996). However, histamine contents in this study were 
coincident to levels previously reported in other European countries, averaging 26mg/L of 
histamine (Laitão et al, 2005, Marcobal et al, 2006). These data contrast to low levels of 
histamine (1,1 to 10,5 mg/L) reported by (Pineda et al, 2012) in varietal Carmenere 
produced in Chile. Nevertheless, those data corresponded to studies focused on bottled 
wine, instead of monitoring the wine making process. Furthermore, those studies showed 
no information about the associated bacterial populations in those wines. 
It has been assumed or suggested that lactic acid bacteria (LAB) are involved in the 
production of biogenic amines, mainly, Oenococcus oeni, because is the dominant bacteria 
during middle and final stages of MLF (Carrascosa et al, 2005, Ruiz et al, 2010, Ilabaca et 
al 2014). In LAB the production of histamine is coded by histidine decarboxylase gene 
(hdc). The presence of this gene has been reported Lactobacillus and Oenococcus (Lucas et 
al 2005; Lucas et al, 2008). The monitoring of LAB in this study showed Lactobacillus in 
the middle and final stages of MLF of lower DPA doses; however, it was non-detected on 
the high doses of DPA 80mg/L (Fig 1). Oenococcus was observed in the final stage of MLF 
included the high DPA doses. Interestingly, the monitoring also showed that Leuconostoc 
was the most common LAB in the three doses of DPA (Figure S1). In contrast, 
Pediococcus was infrequently detected. 
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Figure 1. Representation of levels of histamine and lactic acid bacteria identified during MLF 
performed at different doses of DPA. Stages of MLF are described as beginning (B), middle (M) 
and final (F). LAB populations are described as Leuconostoc (Lc), Oenococcus (Oo), Lactobacillus 
(Lb) and Pediococcus (Pd). 
 
Previous report has showed that in Chile most of the MLF are spontaneously performed 
(without starters) and the most dominant bacteria middle and final stages of MLF of 
cultivar Carmenere y Cabernet Sauvignon corresponded to Oenococcus (Ilabaca et al 
2014). However, the examination of genome sequences of Oenococcus oeni strains isolated 
from Chilean valleys revealed the absence of histidine decarboxylase gene (Jara & Romero, 
2015). Several studies of LAB in wine, especially Oenococcus oeni, have reported 
contradictory results about the ability of these bacteria to produce histamine. Some studies 
report decarboxylase activity in most of the tested isolates (Landete et al, 2005, Lopez et al, 
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2009), in contrast, other studies remark that this property is less frequent in strains retrieved 
from wineries (Beltramo et al, 2006; Ruiz et al, 2010). The absence of hdc in Oenococcus 
oeni strains isolated in Chile suggested that this LAB is not responsible for the generation 
of histamine in our study. However, it has been reported that some LAB may harbor 
plasmids encoding hdc (Lucas et al. 2005) and this plasmid may be lost when those isolates 
were sub-cultivated in complex media rich in nutrients. Furthermore, there are a number of 
studies reporting production of biogenic amines by species belonging to Lactobacillus and 
Pediococcus retrieved from wineries (Landete et al, 2005; Lucas et al, 2005). These studies 
generally that those bacteria have capacity of histamine production, but their decarboxylase 
activity rely on each strain and it is not a property of a species (Lonvaud-Funel, 2001). In 
our study, the presence of these genera was not associated to high levels of histamine. 
Interestingly, the ability of Leuconostoc to produce biogenic amines has not been well 
established. 
This study remarks the importance the addition of nitrogen in terms of excesive 
suplementation can be detrimental for wine quality and safety, because of high levels of 
histamine can be obtained. Furthermore, the presence of Oenococcus oeni concomitant with 
the higher levels of histamine, suggest that these bacteria may have a role in the production 
of biogenic amines in MLF. 
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Fig. S1: Momnitoring of bactyerial polulations during MLF. Lane description as follows, L: 
O’GeneRuler Low Range DNA Ladder; Lc: Leuconostoc reference strain; Oo: Oenococcus 
reference strain; Lc: Lactobacillus reference strain; Pp: Pediococcus reference strain. Sample lanes: 
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Acetic acid bacteria (AAB) are considered fastidious microorganisms because they are 
difficult to isolate and cultivate. Different molecular approaches were taken to detect 
AAB diversity, independently of their capacity to grow in culture media. Those methods 
were tested in samples originated during traditional vinegar production. Bacterial 
diversity was assessed by analysis of 16S rRNA gene, obtained by PCR amplifications of 
DNA extracted directly from the acetification container. Bacterial composition was 
analyzed by RFLP-PCR of 16S rRNA gene, Temporal Temperature Gradient Gel 
Electrophoresis (TTGE) separation of amplicons containing region V3-V5 of 16S rRNA 
gene and cloning of those amplicons. TTGE bands and clones were grouped based on 
their electrophoretic pattern similarity and sequenced to be compared with reference 
strains. The main microorganism identified in vinegar was Acetobacter pasteurianus, 
which at the end of the acetification process was considered to be the only 
microorganism present. The diversity was the highest at 2% acetic acid, where 
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Acetic acid bacteria (AAB) are the main microorganisms responsible for the elaboration 
of vinegar through the oxidation of ethanol into acetic acid by an obligatory aerobic 
metabolism with oxygen as the terminal electron acceptor (De Ley et al., 1984). They 
are also the main spoilage microorganisms in some food products, especially those that 
may contain ethanol or sugar. AAB species have traditionally been identified by testing 
physiological and homotaxonomic abilities (De Ley et al., 1984), but these methods are 
not completely reliable and are time consuming. These phenotypic properties have now 
been complemented or replaced by such molecular  techniques as DNA and rRNA 
hybridization methods (Urakami et al., 1989), sequence  analysis  or  various PCR 
methods (Ruiz et al., 2000, Treck and Teuber, 2002, Bartowsky et al., 2003, Treck, 
2005, Gonzalez et al., 2005, 2006a, 2006b, Gullo et al., 2006, Prieto et al., 2007). It has 
to be emphasized that a greater diversity has been observed when some of these 
molecular techniques have been combined with culture-independent methods and used 
to study the whole bacterial community in complex natural habitats or ecosystems. Food 
ecosystems have been s hown to be no exception to this diversity, and culture-
independent analyses have been applied to wines, sausage, cheese, sourdough, and other 
foods, as reviewed by Fleet (1999) and Giraffa (2004). In the particular case of acetic 
acid bacteria, it has  been reported that conventional plate counts were considerably 
lower than the optical counts of viable microbial cells from wines (Millet and Lonvaud-
Funel,  2002) or industrial acetators (Mesa et al., 2003), indicating the possibility of 
viable but not culturable (VBNC) status. Some approaches to identify AAB by culture-
independent methods have used systems that include quantitative PCR (González et al, 
2006b) and Denaturing Gel Gradient Electrophoresis (DGGE) analysis in wines (Lopez 
et al, 2003), traditional rice vinegar (Haruta et al, 2006), Aceto Balsamico tradizionalle 
(de Vero et al., 2006, De Vero and Giudici, 2008), or traditional fermented foods (Nielsen 
et al., 2007). 
The aim of the present work was to analyze several systems for identifying AAB using 
different culture independent methods. These methods were applied to samples obtained 
from different acetification phases in traditional vinegar production in Chile. It should 
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be emphasized that while Chile has fully consolidated its position in the wine industry, 
no tradition or relevant production of Chilean vinegar exists and, thus, this marks the 
first attempt to characterize AAB in Chilean vinegar. 
 
MATERIALS AND METHODS 
Samples collection and processing 
Mother of vinegar was generated by exposing Chilean wine to air in plastic trays whilst 
protected by cheese cloth. The vinegar mothers were maintained by addition of small 
quantities of wine. An appropriate mixture of wine and mother was adjusted to 14 g 
acetic acid l-1 and 80 g ethanol l-1. The mixtures were maintained at 32ºC. Samples 
were taken for microbiological analysis at 20 (acetification start), 40 and 60 g acetic 
acid l-1, when acetification was considered to have finished. Wine, mother and the 
mixture were also analyzed. 
DNA Extraction and Purification 
DNA from the acetification samples, the wine and the mixtures was obtained from 
homogenates by using a PowerSoil™ DNA Isolation Kit from MoBio following the 
manufacturer’s instructions. For reference strains, 1 ml of an overnight bacterial culture 
was centrifuged and the DNA of the pelleted cells was extracted using the Genomic 
DNA Purification kit from Promega (Madison, WI, USA). 
PCR Amplification and Analysis of the Products by RFLP and TTGE 
The almost complete 16S rRNA gene was amplified as described by Romero et al. 
(2002) and amplicons were analyzed by gel electrophoresis as described by Espejo and 
Escanilla (1993). To obtain profiles of different samples PCR amplification of V3-V5 
region of 16S rRNA  gene was carried out as described Magne et al. (2006) using 
directly extracted DNA. Temporal temperature gradient electrophoresis (TTGE) was 
performed as described by Romero and Navarrete (2006). Restriction fragment length 
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polymorphism (RFLP) was performed to analysis of amplicons of the 16S rRNA gene 
or eluted TTGE bands using AluI and TaqI or HaeIII as described by Romero and 
Navarrete (2006). 
Cloning 
Amplicons were cloned using TOPO TA cloning kit according to the manufacturer’s 
protocol (Invitrogene). Plasmids containing an insert were digested with AluI for 
separation of the different clones. 
Sequence analysis 
The intense bands and some weak bands in each TTGE pattern and were excised 
from the gel and eluted (see Fig 3). Intense bands could represent the most 
abundant or dominant bacterial population in the sample, so we called dominant 
bands. The 16S rRNA gene amplicons from the reamplified bands or from cloning 
library were sequenced as described Romero and Navarrete (2006). Sequences were 
deposited in GenBank (EU077240- EU077262) and analyzed in Ribosomal Database 
Project II Web site (Cole et al., 2007). Phylogenetic analysis was performed using the 
TREECON program with neighbor-joining method (vandePeer and DeWachter 
1997) as described (Romero and Navarrete 2006). 
Bacterial Counts and Cultivation 
Total bacterial counts present in vinegar were performed by light microscopy using 
a Petroff Hausser counting chamber. Triplicate samples of vinegar were plated using 
an automatic spiral plater in GYC solid medium (De Ley et al., 1984). Colonies 
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RESULTS AND DISCUSSION 
Bacterial enumeration 
The starting of the acetification process was considered when the mixture of wine 
and vinegar reached 20 g acetic acid l-1 and was analysed to a concentration of 60 g 
acetic acid l-1. The bacterial enumeration under the microscope gave values ranging 
from 1.3 to 1.8 x 108 cells ml-1 in the main production phase (20-40 g acetic acid l-
1) to 8 x 107 cells ml-1 at the end. However the number of colonies recovered after 
plating was much smaller, ranging from 2 – 4 x 105 ufc ml-1. Thus, a significant 
reduction of recovery was found in plating, similar to that reported by others (Mesa et 
al, 2005). The reason could be related to an inappropriate culture medium, VBNC 
status (Millet and Lonvaud Funel, 2002), or the agglomeration of cells and the 
difficulty in isolating or separating them to form single-cell colonies. In fact, a 
combination of the three factors may explain the final result. The culture medium is 
a generic, rich medium where normally many bacteria are able to grow and it is a 
recommended medium for AAB isolation (de Ley et al, 1984). Although several good 
media have been proposed for AAB cultivation (Entani et al., 1985, Sievers et al., 
1992, Sokollek et al., 1998), there are still recovery limitations. The VBNC status 
might be a real possibility given that observation under the microscope reveals on 
the one hand the absence of growth, and on the other the survival of AAB in the 
vinegar medium due to the acetic acid concentration. Surviving cells may not be able 
to grow as they need to form colonies. Finally, it is evident that AAB form cell 
groupings of variable numbers which, in the case of forming a colony, may come 
from as bunch of AAB cells instead of as a single cell. Vigorous shaking or 
treatments with cellulases or similar glucanases did not improve the recovery in 
solid medium (results not shown). 
Analysis of RFLP-PCR 16S rRNA gene Profiles 
Amplicons including almost the entire 16S rRNA gene were obtained after DNA 
extraction and PCR amplification from vinegar and wine samples, digested with 
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AluI and TaqI and compared with profiles derived from reference
Figure 1: Electrophoretic profiles of
vinegar mother, W wine, M mix of
20, 40 and 60 g acetic acid l-1, L 
oxydans.  A: Digested with AluI, B:
Acetobacter pasteurianus, Acetobacter
results of the RFLP analysis
similar to those reported by R




 the RFLP-PCR of 16S rDNA of the different samples.
 wine and vinegar mother, 2, 4, 6 acetification samples
Ladder 100bp Invitrogen, Ap A. pasteurianus, Aa A. acet
 Digested with TaqI. 
 aceti, Gluconobacter oxydans(Fig.1). The 
 of the 16S rRNA gene AAB type strains 
uiz et al. (2000) and Gonzalez et al. (2006a) 
 RFLP profiles from the vinegar mother and the
Capitulo 3 
 
 Lanes: MV 
 containing 
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vinegar samples showed a mixture of bands that can indicate the coexistence of 
different microorganisms. However, as the acidity increases in the vinegar process, the 
number of bands reduces progressively to find a single profile at 60g acetic acid l-1, 
which is identical to that of Acetobacter pasteurianus type strain. These 
electrophoretic bands were observed in all the vinegar or acetification samples. 
However, in the wine samples faint and limited bands were found, indicating a very 
low microbial population. It is evident that this technique is very limited when used 
with mixed cultures where more than two species are present, yet it might be 
resolutive when applied to single species cultures. 
Analysis of TTGE Profiles 
The amplicons, including V3-V5 regions of 16S rRNA gene from vinegar and 
wine samples, were also separated using TTGE (Figure 2). The observed profiles 
showed in general one dominant band as well as the presence of some other minor 
bands. The main dominant band showed the same migration both in mother vinegar 
and the rest of the vinegar samples. This band was only absent in the starting wine. 
After elution and sequencing, the main band of all the vinegar samples could be 
grouped within Acetobacter pasteurianus with an identity range from 99.2 to 100%. 
Other weak bands migrating near to this dominant band were identified as Acetobacter 
sp, and could correspond to heteroduplexes formed in the last cycle of the PCR 
amplification (Espejo et al., 1998). A faint band containing greater electrophoretic 
migration (higher %GC) was observed only in the 20 g acetic acid l-1 sample. 
After sequencing this band was associated with a group which had, along with strains 
from Gluconacetobacter xylinus/europaeus/intermedius species, 99.5% homology. In 
the wine sample, a unique and dominant band was also observed and was identified 
as Pediococcus spp. With 100% identity. The Pediococcus spp. band was also 
detected in the mixture of wine and vinegar mother. The presence of Acetobacter 
pasteurianus and Gluconacetobacter xylinus in vinegar produced by traditional 
methods has been previously reported by Gullo et al. (2006). These authors, 
however, found more Gluconacetobacter  xylinus colonies growing on a solid 
medium. On similar samples and using DGGE, De Vero et al. (2006) identified a 
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main microorganism that was identified as belonging to the A. pasteurianus/A. aceti 
group. On the other hand, Pediococcus spp. is regularly present in wine, being one of 
the most frequent Lactic Acid Bacteria in wines (Ribereau Gayon et al., 2002) 
Analysis of 16S rRNA gene cloning 
One way to avoid culturing, whilst being able to enumerate the individuals of the different 
species, is to clone the sample DNA into competent microorganisms by means of 
incorporating it into a plasmid and cloning it in a microorganism which is easier to 
cultivate. The cloning was done using the microbiologically more complex vinegar sample 
(20 g acetic acid l-1) and thus more than 100 clones were obtained. Of these, 60 clones 
with the insert were analysed by RFLP with AluI. Three different groups were set 
according those patterns; the most abundant group was represented by 53 clones and 
showed the same restriction pattern as the main TTGE band. The sequencing of eleven 
of these clones allowed us to identify them as Acetobacter pasteurianus, which agreed 
with the results seen in both RFLP-PCR 16S rRNA gene and TTGE. The second group 
was represented by 6 clones and clustered with Gluconacetobacter 
xylinus/europaeus/intermedius. It is well known that these species have very limited 
variation in their 16S rRNA gene and the grouping methods based on the variability of 
this sequence are not able to discriminate them properly (Ruiz et al, 2000, Gonzalez et 
al, 2006a, De Vero et al, 2007). Finally, one clone was grouped with a Gluconacetobacter 
– like microorganism. 
Phylogenetic analysis of bacterial populations obtained by TTGE and 
cloning 
We compared partial 16S rRNA gene sequences of approximately 370 bases obtained 
from bands detected in TTGE (bands V2,V4,V6 Figure 2) and 16S rRNA gene clones 
with  sequences available in the RDP II database (Table 1, Figure 4). Our results indicated 
that all the microorganisms represented by the main bands in all the vinegar samples 
were AAB. The main species found were Acetobacter pasteurianus, as seen in the three 
methods used. Using the sequences available in the RDP II database, the strains 
considered as Acetobacter  pasteurianus showed differences of up to 1,4% in their 355 
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bp 16S rRNA gene sequences with respect to other Acetobacter pasteurianus strains. The 
other cluster observed was Gluconacetobacter genus. Due to the sequence similarity, 
several related species described in vinegars were included, such as Gluconacetobacter 
xylinus, Gluconacetobacter europaeus and Gluconacetobacter intermedius. After 
comparison the differences among these sequences were less than 1% (Table 1). The 
exact species could not be defined because of the limited variation in the sequenced 
region within the genus Gluconacetobacter. However, it can be seen that the sequence 
variability is higher than in the database strains and, thus, the possibility of different 
Gluconacetobacter species cannot be ruled out. Overall the results suggest the presence 
of a diversity of strains in the vinegar samples, with Acetobacter pasteurianus probably 
 
Figure 2: TTGE Electrophoretic profile of the different samples. Lanes: MV vinegar mother, W wine, 
M mix of wine and vinegar mother, 2, 4, 6 acetification samples containing 20, 40 and 60 g acetic acid 
l-1, L ladder with different GC %. Bands elute and sequenced were marked. 
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being the better adapted species as it is able to survive in a more acidic environment. 
 
Figure 3: Neighbor-joining phylogenetic tree showing the relationship between sequences retrieved 
from the TTGE profiles, clones and their closest relative sequences deposited in the RDP II. The tree 
was based on the 341–907 region of the 16S rDNA genes. Distance matrices were constructed from 
the aligned sequences and corrected for multiple base changes at single nucleotide positions by the 
method of Jukes and Cantor using Treecon. 
This study shows that using rapid molecular methods for identifying AAB species 
still yields inconclusive identification. Thus, some more work has to be done in 
order to have a reliable, quick and easy-to-use method. However, a clear advantage 
of these molecular quick methods is that they allow groupings of different 
microorganisms into definite clusters where representative individuals can be chosen 
for further analysis using more reliable and complete methods (16S rRNA gene 
sequencing), and thus they can be identified definitely. Several culture-independent 
methods can be used yielding very similar results, as seen in the present study. 
TTGE allows a quick insight into overall and rough diversity, while cloning allows 
enumeration of different species and observation of fine molecular diversity. Thus, 
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both methods complement each other in offering a view of quantitative microbial 
diversity. Finally, the present paper analyzes for first time the presence of AAB in 
Chilean vinegars, and it is evident that the main species producing vinegar are the 
same as those previously described in other countries, that is Acetobacte pasteurianus 
and members of the Gluconacetobacter xylinus/europaeus/intermedius cluster. 
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Los microorganismos son responsables de las transformaciones que ocurren en el mosto y 
vino, son capaces de transformar distintos sustratos presentes en estos y generar un 
producto diferente, como pueden ser el vino y el vinagre, con cualidades que pueden variar 
dependiendo de cuál es el microorganismo que actúa durante dichas transformaciones. Con 
el fin de obtener un producto con cualidades distintivas, se hace de vital importancia 
conocer que microorganismos están actuando en los procesos biotecnológicos de 
elaboración, para así dirigir dichos procesos y obtener como resultado un producto de 
calidad y que mantenga las características a través del tiempo. 
Es sabido que la fermentación maloláctica (FML), desarrollada principalmente por las 
bacterias lácticas (BL), es un proceso muchas veces deseado en la elaboración de vinos, 
pero sus resultados pueden ser completamente negativos, afectando su calidad (Costantini 
et al, 2009). Así, podemos obtener vinos con color reducido, con reducción de aromas 
varietales, con un aumento de la acidez volátil, con una aparición de olores y sabores 
anómalos y la no deseada aparición del carbamato de etilo y las aminas biógenas, pudiendo 
estos últimos dos afectar la seguridad alimentaria y por lo tanto afectar la salud humana 
(Suárez e Iñigo, 2004). Por lo tanto es de vital importancia conocer y poder controlar a 
tiempo la población bacteriana presente en la FML, ya que cambios inesperados en los 
microorganismos o un desbalance en las poblaciones microbianas pueden traducirse en 
importantes alteraciones en los vinos 
Por otra parte la acetificación, realizada principalmente por las bacterias acéticas (BA), es 
un proceso no deseado en el vino, pero buscado en la elaboración de vinagres. En Chile, si 
bien la industria del vino está absolutamente consolidada, la industria de elaboración de 
vinagre es casi nula, por lo que la identificación de las BA que están realizando el proceso a 
nivel nacional, marca un importante precedente. 
El objetivo de este estudio fue identificar la microbiota bacteriana relacionada con los 
procesos enológicos, ya sea las bacterias relacionadas con la FML (BL) o las relacionadas 
con la acetificación o la elaboración de vinagres (BA).  
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Existen diversos trabajos que caracterizan e identifican las BL, no solo las presentes en el 
vino, sino también en distintos ambientes como leche, yogurt, encurtidos, etc. En estos 
estudios se plantea la identificación de estas bacterias, basándose la mayoría en el análisis 
de una zona especifica del DNA, ya sea para distintos géneros, (Rodas et al, 2003) como 
para una especie especifica (Reguant yBordons, 2003). Los métodos planteados en estas 
investigaciones, se basan principalmente en el análisis de aislados provenientes desde 
muestra vínicas, lo que retrasa el proceso de identificación, ya que estas bacterias crecen 
lentamente en medios artificiales (> 5 días) y tienen una baja cultivabilidad (Amann et al, 
1995; Hugenholtz et al, 1998). Por lo tanto, estos métodos no son adecuados para el control 
práctico de bacterias durante la vinificación industrial, ya que no se puede tener una imagen 
precisa de la dinámica de BL durante la FML, esto entorpece la toma de decisiones para el 
control de algún cambio en la microbiota láctica. 
La estrategia de identificación de BL diseñada en esta investigación, constituye una 
herramienta rápida, fácil de implementar, confiable e informativa. Es una técnica 
independiente de cultivo, por lo que se puede tener una visión general de lo que pasa con 
las BL en una FML, ya sea ésta espontánea o inoculada. El método de identificación se 
basó en la amplificación de una zona del 16S rADN, de alrededor de 500bp, y su posterior 
análisis de restricción con 2 endonucleasas (PCR-RFLP). Los patrones de restricción 
generados, hacen posible la identificación de Oenococcus, Lactobacillus, Pediococcus y 
Leuconostoc en forma independiente o conjunta dentro de una misma muestra. Esta técnica 
requiere un equipamiento sencillo y además proporciona resultados rápidos, identificando 
los 4 géneros de BL descritos como presentes durante cualquier FML. Si bien existen otros 
métodos, también independientes de cultivo para la identificación de BL, como es el DGGE 
(por sus siglas en ingles Denaturing Gradient Gel Electrophoresis), este método es difícil de 
utilizar de forma rutinaria debido a que el logro de la reproducibilidad de las gradientes 
usadas en DGGE, requiere un equipo relativamente sofisticado y personal capacitado 
(Renouf et al, 2006; Spano et al, 2007). 
Ya se ha discutido que la presencia de ciertas especies de BL durante la FML, pueden ser 
perjudiciales para el desarrollo del proceso, ya sea porque entregan características 
sensoriales negativas como la disminución de color o de aromas varietales (Costantini et al, 
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2009; Abrahamse y Bartowsky, 2012; Coatelo et al, 2012) o porque generan sustancias que 
afectan las seguridad alimentaria y por lo tanto la salud de los consumidores (Ancin-
Azpilicueta et al, 2008; Coton et al, 2010). En este último punto, se encuentran las aminas 
biógenas (AB), y la más buscada dentro de ellas, por su toxicidad, es la histamina. 
Las AB son compuestos orgánicos dotados de actividad biológica, alifáticas o cíclicas, que 
provienen de la descarboxilación de aminoácidos La histamina se genera a partir de la 
descarboxilación de histidina mediante el gen histidina descarboxilasa (hdc) (Beneduce et 
al, 2010) Estas derivan del metabolismo del nitrógeno ya que al ser este metabolizado se 
liberan mas aminoácidos al medio y por lo tanto existiría una mayor producción de AB. Los 
compuestos de nitrogenados en el mosto son esenciales para el crecimiento y el desarrollo 
de las levaduras durante la fermentación alcohólica (FA) del vino. Los aminoácidos y 
amonio son las principales fuentes de nitrógeno para Saccharomyces cerevisiae (Casalta et 
al, 2013). En este contexto, que el contenido de nitrógeno en los mostos puede estar 
limitando el crecimiento de la levadura y posteriormente, el desarrollo de la FA. Por lo 
tanto, la adición de fosfato diamónico (FDA) en mostos antes de la FA es una práctica 
común en la elaboración del vino (Aleixandre, 1999). La adición de FDA y por lo tanto de 
compuestos nitrogenados, aumenta la concentración de aminoácidos libres en el vino (Bell 
y Henscke, 2005), y estos podrían ser descarboxilados por bacterias productoras de AB. 
Si bien la histamina se encuentra en diferentes productos fermentados, su presencia en 
vinos cobra importancia ya que en presencia de etanol la acción toxica se potencia. La 
histamina se metabolizan en el hígado y el intestino por la acción de dos complejos 
enzimáticos, la monoamino oxidasa (MAO) y diamina oxidasa (DAO). El etanol, 
compuesto que se encuentran en el vino, es inhibidor de la MAO y DAO, en consecuencia, 
aumentan el efecto tóxico de ésta amina (Ancin-Azpilucueta et al, 2008). 
En esta investigación se analizó el efecto en la producción de histaminas con la aplicación 
de dosis diferentes de FDA a mostos del cultivar Carmenere y además se utilizó la técnica 
PCR-RFLP desarrollada inicialmente, para identificar la población de BL presentes durante 
las microvinificaciones espontáneas. Las aplicaciones de FDA generaron concentraciones 
de histamina muy superiores a los niveles recomendados en países como Alemania (<2 mg/ 
L) o Bélgica (5 mg / L) (Lehtonen, 1996), alcanzando para las dosis baja y recomendada 
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niveles promedio cercanos a los 21 y 27mg/L respectivamente. Estas concentraciones ya 
habían sido reportadas en investigaciones en países europeos donde los niveles de 
histamina alcanzados promediaron los 26mg/L ( Laitão et al, 2005, Marcobal et al, 2006). 
La dosis superior de FDA alcanzó concentraciones muy altas, llegando a 127mg/L, esto fue 
casi 5 veces el nivel encontrado en las otras dosis. Esto coincidiría con el reciente informe 
de Smit et al (2014), en donde se demostró que la fertilización nitrogenada aumenta la 
concentración de aminoácidos y de aminas biógenas en mostos y vinos. O como la revisión 
de Bell y Henschke (2005), en donde se reporta que mostos con altos contenidos de 
nitrógeno, presentan un aumento en el contenido de histaminas, por lo tanto existe una 
disminución de la calidad del vino. 
Por otro lado, las BL encontradas en estas FML espontáneas, fueron principalmente las del 
género Leuconostoc y Oenococcus y particularmente esta última se encontró asociada a las 
etapas finales de estas FML. Esto concuerda con lo reportado por nuestro grupo de 
investigación el año 2014, analizando FML espontáneas realizadas en Chile, se encontró 
que Oenococcus está presente en las etapas medias y finales de la FML en vinos del 
cultivar Carmenere y Cabernet sauvignon (Ilabaca et al 2014). Oenococcus oeni ha sido la 
BL mas culpada de generar histamina, ya que es la especie más abundante durante las 
etapas medias y finales de la FML (Carrascosa et al, 2005, Ruiz et al, 2010) 
Varios estudios de BL de vino y especialmente de Oenococcus oeni, han generado 
resultados contradictorios con respecto a su capacidad de producción de histamina, 
mientras unos determinan que han encontrado la actividad descarboxilasa en una alta 
proporción en cepas vínicas ( Coton et al, 1998; Guerrini et al, 2002, Landete et al, 2005, 
Lopez et al, 2009) otros dicen que esta característica es muy poco frecuente en estas cepas ( 
Moreno Arribas et al, 2003; Beltramo et al, 2006; Ruiz et al, 2010). Al revisar genomas de 
Oenococcus oeni autóctonos de Chile, obtenidos desde FML espontáneas (Jara y Romero, 
2015), no se encontró la presencia del gen hdc en los aislados chilenos. La ausencia del gen 
hdc en cepas de Oenococcus oeni aisladas en Chile sugiere que esta BL no es responsable 
de la generación de la histamina en nuestro estudio. Sin embargo, se ha informado que 
algunas BL pueden presentar el plásmido que codifican para el gen hdc (Lucas et al. 2005) 
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y este plásmido puede perderse cuando los aislados fueron sub-cultivados en medio 
complejo rico en nutrientes. 
Por otro lado, las BA, son las responsables de la elaboración del vinagre, por acetificación 
del etanol a acido acético por su metabolismo aerobio obligatorio con el oxigeno como 
aceptor final de electrones (De Ley et al., 1984). Ellas también son el principal 
microorganismo en algunos productos alimenticios, especialmente en los que pueden 
contener etanol o azúcar. El vinagre ha sido usado por siglos como un sazonador (aliño) y 
como agente preservante. El uso de determinados vinagres se ha ampliado para incluir su 
consideración como un alimento sano, rico en amino ácidos, vitaminas y polifenoles; y el 
vinagre ha sido incluso considerado como una potencial medicina (Adams, 1985). El 
vinagre de vino es el principal producto en países con tradición enológica como es el 
vinagre balsámico en Italia o el vinagre de Jerez en España. Chile no tiene tradición en la 
elaboración de vinagres, por lo que este estudio marcó un importante avance en la 
caracterización de las BA presentes en una elaboración de vinagre de vino tradicional. 
 
Los recuentos bacterianos obtenidos desde el medio de cultivo GYC, fueron 
significativamente menores a los obtenidos por recuento en microscopio, en cámara de 
Petroff-Hausser, disminuyendo alrededor de 3 órdenes de magnitud, resultado similar a lo 
reportado en otros estudios (Mesa et al, 2005, Vegas et al 2010). La razón podría 
relacionarse a un inapropiado medio de cultivo, estado VPNC (Mollet y Lonvaud-Funel, 
2002), o la aglomeración de células y su dificultad de aislarlas o separarlas para originar 
una colonia de una célula. De hecho, una combinación de los tres factores puede explicar el 
resultado final. 
 
Para mejorar la caracterización de las BA presentes en la elaboración del vinagre, se 
realizaron pruebas independientes de cultivo, obteniéndose muestras desde el vino, la 
madre del vinagre, la mezcla de ambas y desde distintos puntos de acetificación. Al realizar 
el PCR-RFLP de las muestras se comparo los perfiles de restricción obtenidos con perfiles 
de cepas de referencia que incluyeron a Acetobacter (A.) pasteurianus, A. aceti y 
Gluconobacter (G.) oxydans. Los perfiles de restricción obtenidos para las cepas de 
referencia fueron muy similares a aquellos reportados por Ruiz et al. (2000) y González et 
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al (2006) que también usaron amplificados del 16S rADN. Los perfiles de RFLP de 
muestras provenientes de la madre del vinagre y del vinagre inicial muestran una mezcla de 
bandas que puedan indicar la coexistencia de diferentes microorganismos. Sin embrago, 
como la acidez aumenta en el proceso de acetificación, el número de bandas disminuye 
progresivamente, encontrando un perfil de restricción único en el último punto de 
acetificación (60 g/L de ácido acético), que es idéntico al de la cepa tipo A. pasteurianus. 
Estas bandas de electroforesis fueron observadas en todas las muestras. Sin embargo, en la 
muestra de vino una tenue y limitada banda fue encontrada, indicando una muy baja 
población de BA. Esto indica que esta técnica puede ser resolutiva cuando se aplica en 
especies de cultivos únicos y pero puede ser difícil para diferenciar bandas muy intensas 
originadas desde varios microorganismos. 
Cuando se realizó el TTGE (Temporal temperature gradiente gel electrophoresis) los 
perfiles observados presentaron en general una banda dominante e intensa, tanto como la 
presencia de algunas otras bandas de intensidad más débil o tenue. La banda principal 
presenta la misma migración tanto en la madre del vinagre como en el resto de las 
muestras, salvo en la de vino. Tras la identificación mediante secuenciación, la banda 
dominante en las muestras de vinagre, se agruparon dentro de la especie A. pasteurianus 
con un rango de identificación entre 99 y 100%. Otra débil banda que migra junto a la 
banda dominante fue identificada como Acetobacter sp, y podría corresponder a 
heteroduplex formado en el último ciclo de la amplificación de PCR (Espejo et al., 1998). 
Una ligera banda que contenía un alto %GC, fue observada solamente en la muestra de 20 
g/L de ácido acético. Tras la secuenciación esta banda fue asociada con un grupo que tenia, 
solo cepas de las especies Gluconoacetobacter (Ga.) xylinus/europaeus/ intermedia, con un 
99,5% de homología. En la muestra de vino se observo una única banda identificada como 
Pediococcus, con 100% de identidad. La banda de Pediococcus fue también detectada en la 
mezcla de vino y madre de vinagre. La presencia de A. pasteurianus y Ga. xylinus en 
vinagre producidos por métodos tradicionales fue previamente reportado por Gullo et al. 
(2006). Otro estudio que utilizó DGGE (De Vero et al, 2006) identifican un 
microorganismo principal que pertenece al grupo de los A. pasteurianus y A. aceti. Por otro 
lado Pediococcus esta regularmente presente en el vino siendo una de las más frecuentes 
BL del vino (Ribereau-Gayon et al., 2002). 
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En el cloning, se evaluó la proporción de cada una de las especies presentes en la 
acetificación. La muestra de vinagre microbiológicamente más compleja fue la de 20g/L de 
ácido acético. Al analizar los clones por RFLP con AluI, tres grupos diferentes fueron 
clasificados según su perfil de restricción. El grupo más abundante presentó el mismo 
patrón de restricción que la principal banda del TTGE. La identificación por secuenciación 
de estos clones nos permitió asociarlo a la especie A. pasteurianus, coincidiendo con los 
resultados entregados mediante los análisis iniciales de PCR-RFLP y TTGE. El segundo 
grupo fue agrupado con Ga. xylinus/europaeus/intermedius. Es bien sabido que esta especie 
tiene una muy limitada variación en su 16S rADN y muchos de los métodos de 
identificación basados en la variabilidad de esta secuencia no permiten discriminarlo 
apropiadamente (Ruiz et al., 2000; González et al 2006a; De Vero et al., 2007). Finalmente 
el último grupo de clones fue agrupado con un microorganismo similar a 
Gluconacetobacter. 
El análisis filogenético de las especies BA del vinagre, entregó la variabilidad entre las 
cepas de las especies encontradas. A. pasteurianus, encontrada por los tres métodos usados 
en este estudio, presentó un 1,4% de diferencias entre sus secuencias, mientras que para 
Gluconacetobacter la diferencia encontrada fue menor al 1%, no se pudo definir la especie 
exacta, esto se explica por la limitada variación en la región secuenciada dentro del género 
Gluconoacetobacter. Al comparar estos porcentajes de variabilidad con secuencias de estas 
especies disponibles en bases de datos web, puede verse que la variabilidad de secuencia es 
tan alta como en las cepas de la base de datos. En general los resultados sugieren la 
presencia de una diversidad de cepas en las muestras de vinagre, con A. pasteurianus 
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• Se diseñó una estrategia de PCR-RFLP para la identificación de BL presentes en 
una fermentación maloláctica en vino. Esta estrategia constituye una herramienta 
rápida, fácil, informativa y fiable para la identificación y diferenciación. 
• La estrategia diseñada, permite la identificación de los géneros Lactobacillus, 
Pediococcus, Leuconostoc y Oenococcus, en muestras que provienen de 
fermentaciones malolácticas espontaneas como de las inoculadas. 
• Se puede identificar en el momento lo que sucede en el estanque de fermentación, 
ya que es una estrategia rápida. Además permite identificar la presencia de uno o 
más géneros presentes en una misma muestra. 
• La suplementación de mostos con compuestos nitrogenados, en dosis superiores a 
las necesarias para el desarrollo de las levaduras y la fermentación alcohólica, 
generan vinos con altos contenidos de histamina. 
• Los principales géneros de bacterias lácticas identificadas en las fermentaciones 
malolácticas realizadas, fueron Leuconostoc y Oenococcus, identificándose esta 
ultima en la etapa final del proceso. 
• Si bien Oenococcus ha sido culpada de la producción de histamina, en esta 
investigación no existe evidencia de que ésta bacteria fue la que generó los 
contenidos finales de esta amina. 
• En relación a las bacterias acéticas, en este estudio se presentaron resultados 
coincidentes aplicando tres de las más comunes técnicas moleculares. 
• Además de ser rápido y fácil, el RFLP tiene varias ventajas como cepas de 
referencia disponibles usando diferentes enzimas. 
• El TTGE permite una rápida visión general y aproximada de la diversidad, mientras 
que el clonamiento permite estimar la abundancia relativa de las diferentes especies 
presentes. Ambos métodos se complementan entre sí ofreciendo una vista 
cuantitativa de la diversidad microbiana. 
• El presente trabajo analiza por primera vez la presencia de bacterias acéticas en 
vinagre realizado en Chile, siendo evidente que las principales especies productoras 
de vinagre son Acetobacter pasteurianus y miembros del género Gluconacetobacter 
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